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墨 兰 菌 根 的 结构 及 酸性 磷酸 酶 定位 研究 
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《中 国医 学 科学 院 、 中 国 协和 医科 大 学 药 用 植物 研究 所 ， 北 京 100094) 


摘要 利用 光学 显微镜 、 电 子 显微镜 及 细胞 化 学 方法 ， 对 墨 兰 菌 根 的 结构 和 酸性 磷酸 酶 定位 
进行 了 初步 研究 。 结 果 表 明 墨 兰 具 有 典型 的 兰 科 植物 根 结构 ， 发 现 该 兰花 的 根 的 外 皮层 不 具 
薄 壁 通道 细胞 ， 菌 根 真 菌 通 过 破坏 部 分 根 被 和 外 皮层 细胞 而 侵入 根 的 皮层 细胞 并 在 细胞 内 形 
成 菌 丝 结 ， 侵 人 的 菌 丝 被 染 菌 皮层 细胞 质 腊 和 电子 透明 物质 包围 ， 进 一 步 被 消化 并 聚集 成 衰 
败 菌 丝 团 块 。 酸 性 磷酸 酶 在 染 菌 皮层 细胞 及 包围 菌 丝 的 皮层 细胞 质 膜 和 衰败 菌 丝 细胞 壁 上 有 
强烈 的 酶 反应 ， 误 败 菌 丝 周围 分 布 有 许多 单 层 膜 的 含 酶 小 泡 ， 它 们 可 相互 愈合 形成 大 的 含 酶 
泡 或 与 包围 菌 丝 的 质 膜 融合 ， 类 似 于 兰 科 植物 共生 原 球 茎 中 观察 到 的 现象 。 说 明 皮 层 细 胞 可 
主动 释放 水 解 酶 参与 对 菌 丝 的 消化 。 

关键 词 墨 兰 ， 菌 根 ， 酸 性 磷酸 酶 
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Study on Structure and Localization of Acid Phosphatase of 
Mycorrhizal Root of Cymbidium sinense (Orchidaceae) 
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( Institute of Medicinal Plant Development, Chinese Academy of Medical 
Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100094) 


Abstract The microstructure and ultrastructure of mycorthizal root of Cymbidum sinenese ( Andr.) Wild 
were studied. The results showed that this species possesses the typical root structure of orchids. There is no 
passage cells in the exodermis of root. Mycorrhizal fungi invade into the cortex by destroying the velamen and 
exodermal cells, and form pelotons in cortical cells. The hyphae colonizing cortical cells were separated from 
the cortical cells by electron — lucent material and cortical cell plasma membrane and digested. They often 
gathered to form clumps. Localization of acid phosphatase revealed that this enzyme possessed higher activity 
in the cortical cells containing hyphae. Many products of it also occurred on cortical cell plasma membrane 
surrounding hyphae and degenerated hyphae cell wall. Higher acid phosphatase activity was observed in 
many vesicles in the cortical cells infected by fungi. These enzyme vesicles gathered around the invaded hy- 
phae and often fused with each other, or with cortical cell plasma membrane surrounding hyphae to digest 
these hyphae. It means cortical cells were able to release hydrolytic enzyme to digest the invaded hyphae. 
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除 个 别 种 类 外 ， 成 年 兰花 与 真菌 共生 形成 菌 根 是 自然 界 的 一 种 普遍 现象 。 兰 花 在 每 个 
生长 季节 开始 的 时 候 ， 新 生 的 营养 根 即 与 恰当 的 真菌 共生 ， 利 用 真菌 提供 的 营养 进行 正常 
的 生长 发 育 ， 它 们 的 贮藏 根 则 产生 兰 酚 ， 抵 制 真菌 的 侵入 ， 不 与 真菌 共生 形成 菌 根 。 兰 科 
植物 无 论 人 药 ， 还 是 作为 观赏 花 开 ， 都 受到 人 们 的 重视 ， 给 人 类 带 来 巨大 的 收益 。 在 我 
国 ， 对 兰花 资源 的 开发 与 利用 仍 处 于 初级 阶段 ， 大 多 数 是 野生 种 的 买卖 ， 资 源 的 破坏 十 分 
严重 。 因 此 ， 建 立 兰 花 繁 殖 中 心 ， 以 新 的 技术 手段 进行 栽培 将 是 解决 这 一 问题 的 关键 (DK 
心 局，1993)。 本 着 这 一 目的 ， 我 们 在 1994 年 至 1995 年 间 ， 收 集 了 一 些 重要 的 兰 科 药 用 植 
物 和 花 开 ， 对 他 们 与 其 共生 真菌 间 的 相互 作用 机 制 进行 了 初步 的 探讨 ， 以 期 为 人 工 栽 培 兰 
科 植 物 提 供 理 论 依 据 。 本 文 报 道 有 关 墨 兰 (Cymbidium sinense (Andr.) Wild) 菌 根 的 研究 
结果 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

墨 兰 (Cymbidium sinense) 于 1994 年 10 月 采 自 云南 西双版纳 。 
1.2 方法 
1.2.1 石蜡 切片 制作 与 观察 ”将 兰花 根 在 流水 下 冲洗 干净 ， 选 取 形 成 菌 根 的 新 生 营 养 根 ， 
切 成 2~3 mm 长 的 小 段 ， 迅 速 固定 于 FAA 固定 液 中 ， 常 规 石蜡 切片 法 包 埋 ， 切 片 ， 番 红 
固 绿 对 染 〈 郑 国 锡 ，1978) ， 加 拿 大 树胶 封 片 。 光 学 显微镜 下 观察 并 照 像 。 由 于 兰 根 常 粗 
大 ， 表 面具 多 层 死 细胞 形成 的 根 被 ， 中 央 的 维 管束 坚韧 ， 为 了 获得 较 好 的 切片 效果 ， 将 浸 
as ERY E RETRO 72 ho 
1.2.2 超 薄 切片 制作 与 观察 ”将 兰花 根 在 流水 下 冲洗 干净 ， 选 取 形 成 菌 根 的 新 生 营 养 根 ， 
切 成 1 mm 的 小 块 ， 按 照常 规 电 镜 样 品 处 理 ， 迅 速 在 用 0.1mol/L pH 7.2 的 磷酸 缓冲 液 配 
制 的 2.5% 戌 二 醛 中 国定 ， 后 固定 在 用 上 述 缓冲 液 配 制 的 190 & ERTARIR P, 4CF, 2h, A 
列 丙酮 脱水 ，Epon 812 £138 , LKB 型 超 薄 切 片 机 切片 ， 厚 度 50 am。 醋酸 铀 柠檬 酸 铅 双重 
染色 。H - 800 型 透射 电子 显微镜 下 观察 并 照 像 。 
1.2.3 酸性 磷酸 酶 定位 ”选取 形成 菌 根 的 新 生 营 养 根 切 成 0.3 mm 的 组 织 块 ， 用 50 
mmol/ 工 二 甲 砷 酸 钠 缓 冲 液 (pH 7.2) MHR 2.5% REA 4% 甲醛 混合 液 于 室温 (220) 
下 固定 2 h。 固 定 完成 后 ， 先 用 二 甲 砷 酸 钠 缓冲 液 洗 2 次 ， 再 用 SO mmol/L Tris - 顺 丁 烯 二 
酸 缓冲 液 (pH 5.2) 冲洗 2 次， 每 次 30 min。 然 后 将 材料 转移 到 酶 反应 液 中 , 酶 反应 液 的 
组 成 是 50 mmol/L) 的 Tris- MT R REPA (pH 5.2) FE B- 甘油 磷酸 钠 8 mmol/L, 
硝酸 铅 2.4 mmol/L, Æ 22 乞 恒温 条 件 下 培育 2 h。 对 照 处 理 : (1) 反应 液 中 不 加 8B- 甘油 
磷酸 钠 ; (2) 反应 液 中 加 入 10 mmolL 气 化 纳 抑 制剂 ( 孙 敬 三 等 ，1987)。 

酶 反应 结束 后 ， 用 二 甲 砷 酸 纳 缓冲 液 洗 3 次 ,每 次 30 min。 再 用 该 缓冲 液 配 制 的 290 
PRAIRIE ER, 4C 下 后 固定 过 夜 。 用 重 蒸 水 洗涤 3 次 ， 每 次 1 h。 丙 酮 系列 脱水 ，Epon 812 
包 埋 。LKB 型 超 薄 切片 机 切片 ， 厚度 50 nm。 不 经 染色 直接 在 H — 800 型 电子 显微镜 观察 
并 照 像 。 
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2 结果 


光 镜 下 观察 墨 兰 根 的 根 被 由 5 ~6 层 细胞 组 成 ,细胞 多 角形 ， 与 外 皮层 相 邻 的 一 层 细 
胞 近 长 简 形 ,细胞壁 环 纹 状 加 厚 ， 由 中 心 向 外 呈 辐 射 状 排列 (图版: 1)。 根 被 上 有 许多 
着 色 较 深 的 四 陷 部 分 ， 此 处 的 根 被 细胞 被 完全 破坏 ， 有 菌 丝 分 布 ， 是 菌 根 真 菌 菌 经 的 侵 人 
点 (图 版 ]: 1，3)。 外 皮层 细胞 单 层 ， 厚 壁 ， 尤 其 与 根 被 细胞 相 邻 的 壁 较 厚 ， 细 胞 体积 
较 根 被 细胞 大 ， 没 有 薄 壁 的 通道 细胞 (图 版 了 : 1)。 与 根 被 侵 染 点 相 邻 的 外 皮层 细胞 较 大 
(ERI: 1)， 其 至 被 破坏 (图 版 了 : 3)。 皮 层 细胞 发 达 ， 由 19 ~ 20 层 细胞 组 成 ， 薄 壁 ， 
与 内 皮层 和 外 皮层 相 邻 的 1~2 层 细胞 体积 较 小 ， 中 间 部 分 大 ， 呈 多 角形 ， 内 含 针 状 结 蝇 
MARERA (图版: 1)。 在 与 内 、 外 皮层 相 邻 的 5S~6 层 皮层 细胞 中 没有 菌 丝 结 (图 版 
I: 1，2)， 菌 丝 结 分 布 在 皮层 中 央 的 9~ 10 层 细胞 中 ， 在 含 菌 丝 结 的 皮层 细胞 中 的 细胞 
核 常 膨大 (图版: 4)。 内 皮层 细胞 单 层 ， 具 明显 的 凯 氏 带 (图 版 1: 5)。 其 内 的 维 管束 
鞘 细 胞 单 层 (图 版 : 5)， 两 者 均 由 薄 壁 和 厚 壁 细胞 间隔 组 成 ， 与 韧 皮 部 相 邻 的 是 厚 壁 细 
胞 ,与 木质 部 相 邻 的 是 薄 壁 细胞 。 维 管束 16 个 ， 木 质 部 与 韧 皮 部 交替 分 布 。 散 部 由 等 经 、 
WEEN AHA, AS Kee (AKL: 5)。 

FB, PWR SAM RE ORE, Aza CR IL: 2), X 
量 的 衰败 菌 丝 聚集 在 一 起 被 皮层 细胞 的 质 膜 和 电子 透明 物质 包围 起 来 形成 训 败 菌 丝 团 块 
(Am: 3)， 团 块 内 也 有 许多 电子 透明 物质 。 衰 败 菌 丝 团 块 周围 有 线粒体 和 一 些 单 层 腊 
Wi. BRO: 1 显示 衰败 的 菌 丝 正在 进入 皮层 细胞 的 细胞 核 ， 菌 丝 周围 也 有 一 些 单 层 
膜 的 小 泡 。 | 

酸性 磷酸 酶 定位 于 皮层 细胞 的 质 膜 (KAM: 4) 和 液 泡 膜 CAI: 2) 及 变形 的 细 
WE (ERE: 4)， 细 胞 壁 上 也 有 一 些 酶 反应 产物 扩散 性 地 分 布 〈 图 版 于 : 4). WF 
过 细胞 壁 时 在 包围 菌 丝 的 质 膜 和 加 厚 壁 上 均 有 强烈 的 酶 反应 ， 菌 丝 的 内 含 物 已 全 部 消失 
(ARI: 1)。 训 败 的 菌 丝 (图 版 焉 : 3, 4) 和 包围 它 的 皮层 细胞 质 膜 《图 版 王 : 3) 上 有 
大 量 的 酶 反应 产物 ， 但 在 电子 透明 区 域 有 少量 或 没有 酶 沉淀 〈 图 版 焉 : 3)， 在 聚集 的 衰败 
菌 丝 团 块 中 有 同样 的 现象 (ARM: 5)。 衰 败 菌 丝 周围 有 一 些 单 层 膜 的 含 酶 小 泡 〈 图 版 
I: 3)， 即 超 微 结 构 中 观察 到 的 小 圳 泡 。 这 些小 泡 可 相互 愈合 形成 大 的 含 酶 泡 或 与 包围 菌 
丝 的 质 膜 融合 释放 水 解 酶 用 于 菌 丝 消 化 (图 版 置 : 3, 5). 


3 讨论 


墨 兰 根 的 显 微 解 剖 特 征 为 典型 的 兰 科 植物 根 结构 ， 菌 根 真菌 分 布 于 根 的 皮层 细胞 中 ， 
类 似 于 过 去 对 其 他 兰花 的 研究 结果 (Hadley, 1972; Burgef，1959)。 墨 兰 根 的 外 皮层 没有 
薄 壁 的 通道 细胞 ， 根 被 组 织 中 有 许多 结构 被 破坏 后 形成 的 四 陷 ， 相 对 的 外 皮层 细胞 也 出 现 
不 同 程度 的 异常 或 解体 ， 这 些 部 位 分 布 有 较 多 的 菌 丝 ， 说 明 真 菌 菌 丝 可 能 是 通过 破坏 根 被 
和 外 皮层 细胞 侵入 兰 根 的 皮层 细胞 。 在 建兰 《Cymbidium ensifolium) 中 也 有 类 似 的 现象 。 
Esnault (1994) 曾 报道 真菌 菌 丝 自 外 皮层 薄 壁 通道 细胞 侵入 兰 根 的 皮层 细胞 ， 我 们 对 具有 
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通道 细胞 的 兰 根 的 观察 也 证 实 了 上 述 结论 。 显 然 菌 根 真菌 对 成 年 兰 根 的 侵入 可 能 是 通过 破 
坏 根 被 组 织 和 外 皮层 细胞 ， 或 通过 外 皮层 的 通道 细胞 实现 的 。 已 知 兰 科 植物 的 菌 根 有 10 
余 属 (Currah and Zelmer, 1992) 我 国 兰 科 和 菌 物种 类 极为 丰富 ， TONNES 
酸 酶 定位 研究 将 有 大 量 工作 待 完 成 。 

除非 绿叶 兰 天 麻 外 ， 尚 无 有 关 成 年 兰花 菌 根 超 微 结构 的 研究 报道 。 我 们 发 现 ， 侵 入 墨 
兰 根 内 的 真菌 菌 丝 如 同 侵入 兰花 原 球 蕉 中 的 一 样 ， 被 兰 根 皮 层 细胞 质 膜 和 电子 透明 物质 包 
围 ， 并 被 消化 ， 形 成 喜 败 、 扁 化 的 菌 丝 和 衰败 菌 丝 团 块 ， 周 围 分 布 有 线粒体 和 小 囊 泡 ， 这 
说 明 兰 根 的 染 菌 皮层 细胞 与 原 球茎 的 染 菌 皮层 细胞 具有 同样 的 作用 一 一 消化 侵 人 的 菌 丝 ， 
为 兰花 生长 提供 营养 。 更 详细 的 资料 ， 还 有 待 进一步 研究 获得 。 

墨 兰 根 的 皮层 细胞 被 菌 丝 侵 当时 ， 如 同 兰花 原 球茎 染 菌 皮层 细胞 一 样 ， 酸 性 磷酸 酶 亦 
主要 定位 于 皮层 细胞 的 质 膜 、 液 泡 膜 和 含 酶 小 泡 上 ， 在 包围 菌 丝 的 皮层 细胞 质 膜 、 衰 败 菌 
丝 的 细胞 壁 上 也 表现 强烈 的 酶 反应 ， 说 明 兰 根 皮 层 细胞 同样 可 主动 释放 水 解 酶 消化 侵入 的 
菌 丝 ， 进 一 步 证 实 了 在 超 微 结构 研究 中 所 观察 到 的 现象 。 

一 般 认 为 ， 植 物 细 胞 壁 上 的 酸性 磷酸 酶 与 细胞 间 物 质 运输 、 磷 酸 转移 反应 以 及 细胞 壁 
的 代谢 有 关 《〈 田 国 伟 等 ，1994; Joshi，1985)， 墨 兰 根 皮层 细胞 在 被 真菌 菌 丝 侵 当 后， 新 
陈 代谢 可 能 发 生变 化 ， 植 物 的 生长 也 需要 根 为 其 提供 营养 ， 故 皮层 细胞 壁 上 的 酸性 磷酸 酶 
可 能 与 营养 物质 在 细胞 间 的 运输 有 关 。 
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图 版 说 明 


图 版 墨 兰 菌 根 的 显 微 结构 

CO. 皮层 ; EN. 内 皮层 ; EX. 外 皮层 ; F. A; IN. 染 菌 皮层 细胞 ; N. 皮层 细胞 核 ; Ph. HERB; Pi. BMWs S. 淀粉 粒 ; 
VE. 根 被 ; VS. ERA; Sy. 木质 部 ; 

1. 根 被 、 外 皮层 、 皮 层 。 皮 层 细 胞 的 针 状 结晶 《会 ) 和 染 菌 皮层 细胞 〈( x 112); 2. 与 维 管束 相 邻 的 皮层 细胞 C 
112); EE ONE DER NUR ORT 4. 染 菌 皮层 细胞 放大 ( x 224); 5. 内 皮层 及 
维 管束 (x112) 
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AR 墨 兰 菌 根 的 超 微 结构 和 酸性 磷酸 酶 定位 1~3. 墨 兰 菌 根 的 超 微 结 构 ; 1. 皮层 细胞 的 细胞 核 (HN)， 被 消化 
的 菌 丝 (DF) 正在 进入 该 细胞 核 ( x 8300); 2. 扁 化 的 菌 丝 (DF) (x20000); 3. 菌 丝 被 消化 后 形成 的 衰败 菌 丝 团 块 
(DF) 被 皮层 细胞 质 膜 (HP) 和 电子 透明 物质 (箭头 ) 包围 ,周围 分 布 有 线粒体 (HM)， 单 层 膜 小 泡 (V) (x 8300); 
4. 墨 兰 菌 根 的 酸性 磷酸 酶 定位 ， 示 菌 丝 大 量 穿越 皮层 细胞 壁 ， 酸 性 磷酸 酶 定位 于 包围 菌 丝 的 质 膜 CHP) ( x 5000)。 
图 版 下 ” 墨 兰 菌 根 的 酸性 磷酸 酶 定位 1. 穿越 皮层 细胞 壁 菌 丝 放 大 ， 酸 性 磷酸 酶 定位 于 菌 丝 细胞 壁 (FCW) 和 包围 菌 
丝 的 质 腊 上 (HP) (x1300); 2. 皮层 细胞 内 的 液 泡 CHV) ( x 20000); 3. 衰败 菌 丝 (DF) 和 含 酶 小 泡 〈V) (x 10000); 
4. 皮层 细胞 壁 (HCW)、 细 胞 质 膜 (HP)、 变 形 的 细胞 核 (HN) 和 衰败 的 菌 丝 (DF) (x 10000); 5. 衰败 菌 丝 团 块 
(DF)， 被 皮层 细胞 质 膜 (HP) 和 电子 透明 物质 CE) BR, AMD CV) 可 与 质 膜 融合 (x830). 


Explaination of Plates 


Plate I Microstructure of themycorrhizal root of Cymyidium sinense CO. cortex; EN.endodermis; EX.exodermis; F.fungal hyphae; 
IN.cortical cells infected by fungi; N.nucleus; Ph.phloem; Pi.pith; S.starch; VS.vascular bundle sheath; Xy.xylem 

1.Showing velamen, exodermis and cortex with crystal (44) and pelotons ( x 112); 2.Showing cortex related to vascular bundle ( x 
. 12); 3.The site ( * ) from which mycorrhizal fungi penetrated into the cortex of orchid root, exodermal cells were partly broken down 
( x 112); 4.Higher magnification of the cortical cells infected by fungi ( x 224); 5.Endodermis and vascular bundle ( x 112). 
Plate [| — 1 ~ 3. Ultrastucture of mycorrhizal root of C . sinense 

1. Showing nucleus of cortical cell (HN) and degenerated hyphae (DF) ( x 8300); 2.Degenerated hyphae (DF) (x 20000); 
3. Showing clump of 7 degenerated hyphae (DF), mitochodria (HM) and vesicles (V). Clump was surrounded by cortical cell plasma 
membrane (HP) and electron - lucent material (arrow) ( x 8300); 4.Localization of acid phosphatase of mycorrhizal root of C. 
sinense, fungal hyphae are penetrating between two cortical cells. HP, cortical cell plasma memebrane (HP) (x5000). 

Plate Localization of acid phosphatase of mycorrhizal of C. sinense 

1. Higher magnification of hyphae penetrating the cortical cell wall. FCW, fungal cell wall. HP, cortical cell plasma membrane ( x 
13000); 2. Vacuole of cortical cell (HV) ( x 20000); 3.Showing degenerated hyphae (DF) and vesicles containing enzyme (V). 
HN, cortical cell nucleus ( x 10000); 4.Cortical cell containing degenerated hyphae (DF). HCW, cortical cell wall ( x 10000); 
5. Showing clump of degenerated hyphae (DF) and vesicles containing enzyme (V). Clump was surrounded by cortical cell plasmamem- 


brane (HP) and electrom - lucent material (arrow) ( x 8300). 
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